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RESUMO: Descreve-se investigação epidemiológica conduzida a partir da notificação de três casos sus-
peitos de febre amarela em moradores da região noroeste do Estado de São Paulo, Brasil, onde se identificou
a presença de Aedes aegypti. Concluiu-se que se tratavam de casos de febre amarela silvestre adquirida em
área endêmica do Estado vizinho de Mato Grosso. Apesar da presença de focos de Aedes aegypti nos locais
de residência dos doentes, não foram encontradas evidências de transmissão do vírus amarílico nesses locais.
O teste MAC ELISA mostrou-se de grande utilidade no rápido esclarecimento diagnóstico dos casos suspeitos
da moléstia, ao lado das técnicas tradicionais, e no inquérito sorológico conduzido entre familiares, vizinhos
e colegas de trabalho dos doentes.
UNITERMOS: Febre amarela, incidência. Aedes aegypti. Vigilância epidemiológica.
INTRODUÇÃO
* Instituto Adolfo Lutz da Secretaria de Estado da Saúde de São Paulo — Av. Dr. Arnaldo, 355 — 01246 — São Paulo, SP
— Brasil.
** Departamento de Epidemiologia da Faculdade de Saúde Pública da Universidade de São Paulo — Av. Dr. Arnaldo, 715 —
01255 — São Paulo, SP — Brasil.
*** Superintendência de Controle de Endemias (SUCEN) da Secretaria de Estado da Saúde de São Paulo — Rua Paula Souza,
166 — 01027 — São Paulo, SP — Brasil; e Clínica de Doenças Infecciosas e Parasitárias do Hospital das Clínicas da Faculda-
de de Medicina da Universidade de São Paulo — Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 255 — 05403 — São Paulo, SP — Brasil.
**** Informação obtida nos registros da SUCAM — Regional de São Paulo.
Na última semana de maio de 1985 as autoridades sa-
nitárias foram notificadas da suspeita de febre amarela
em dois moradores da área urbana de Presidente Pru-
dente e um morador da área rural de Santo Expedito,
municípios da região noroeste do Estado de São Paulo,
o primeiro situado a 22° 7'S e 51° 27'W, distante 515
Km em linha reta da cidade de São Paulo e o segundo,
vizinho ao primeiro a 21° 51'S 51° 28'W (Figura 1).
Suspeitou-se da moléstia após o óbito do primeiro ca-
so, um adulto do sexo masculino, que havia recentemente
viajado para o Estado do Mato Grosso, área endêmica
de febre amarela silvestre.
O fato mobilizou, rapidamente, a Superintendência
de Campanhas de Saúde Pública (SUCAM) do Minis-
tério da Saúde, a Superintendência de Controle de En-
demias (SUCEN) e o Instituto Adolfo Lutz, da Secre-
taria de Estado da Saúde de São Paulo, pois desde 1942
não se registrava a doença em sua forma urbana no país,
e desde 1953 não se tinha conhecimento da ocorrência
de casos de febre amarela no Estado de São Paulo.
A identificação em Presidente Prudente de 44 focos
larvários de Aedes aegypti, clássico transmissor urbano
da doença, propiciava o risco de uma epidemia. Em abril
de 1977 os dois municípios, Presidente Prudente e Santo
Expedito, haviam sido alvo de vacinação maciça contra
febre amarela; no primeiro foram vacinados 59.289 de
125.269 habitantes das áreas urbana e rural e no segun-
do 1.927 de 2.215 habitantes**** . Mas a migração e o
crescimento vegetativo da população nas duas localida-
des aumentaram, nesses 8 anos, o componente de popu-
lação não imunizada.
Além de providências imediatas de eliminação dos fo-
cos de Ae. aegypti, urgia a rápida confirmação do diag-
nóstico dos casos suspeitos, o esclarecimento de cará-
ter autóctone ou alóctone da infecção humana, a busca
de novos casos e a verificação de possível existência de
vetor urbano infectado. Este trabalho tem por objetivo
o relato seqüencial das medidas tomadas nesse sentido.
MATERIAL E MÉTODOS
Desenvolveram-se as seguintes atividades nas diferen-
tes etapas da investigação epidemiológica:
Confirmação do diagnóstico clínico
Para pesquisa de anticorpos do vírus da febre amare-
la examinaram-se amostras de soro dos três pacientes
utilizando-se os testes de fixação de complemento (FC),
inibição de hemaglutinação (IH) e teste imunoenzimá-
tico com captura de anticorpo IgM (MAC ELISA). Em
um dos pacientes efetuou-se teste de neutralização em
camundongo. De apenas um doente foi possível a cole-
ta de amostras pares de soro com intervalo de 10 dias.
Os outros dois pacientes evoluíram para óbito no séti-
mo e oitavo dias da doença, dispondo-se de amostras
de sangue obtidas no 4? dia de um deles e nos terceiro,
quinto e sexto dias do outro.
Os testes de fixação de complemento e de neutraliza-
ção foram realizados com técnica descrita por Casals2
(1967); o de inibição de hemaglutinação segundo pro-
cedimentos de Shope10 (1963), usando 4 unidades dos
antígenos de febre amarela (YF), Rocio (ROC), Ilheus
(ILH), encefalite de St. Louis (SLE) e dengue tipo I
(DEN 1).
Em MAC ELISA usou-se microplacas de poliestire-
no Immulon II Dynatech, sensibilizadas com anti-IgM
humana. No desenvolvimento do teste as placas foram
incubadas a 37°C durante uma hora, sucessivamente,
com os soros dos pacientes, na diluição 1/100, com ex-
tratos antigênicos do vírus de febre amarela e Ilheus*
previamente titulados, com o conjugado de fosfatase al-
calina e anticorpo monoclonal de reatividade ampla para
flavivírus, preparado contra o vírus SLE** (6 B6C-1).
Adicionou-se substrato de nitrofenil fosfato e a rea-
ção foi interrompida com HONa depois de 30 min. En-
tre as diversas etapas, as lavagens das placas foram efe-
tuadas com solução de PBS 0,05% Tween (pH 7,5). A
reação foi medida espectrofotometricamente (410nm) em
aparelho Minireader Dynatech. Controles de soros ne-
gativos, positivo, PBS e conjugados foram incluídos em
todos os testes. A positividade do teste foi avaliada pe-
la razão P/N > 2 (P = densidade ótica do soro testado
na diluição 1/100 e N = média das densidades óticas
dos soros negativos controles na mesma diluição).
Em todos os casos se tentou o isolamento do vírus
do sangue pela inoculação em camundongos recém-nas-
cidos, de acordo com técnica descrita por Casals2
(1967). Dos dois doentes que faleceram coletou-se ma-
terial para exame anatomopatológico de fígado e tenta-
tiva de isolamento de vírus dessa víscera.
Para este último procedimento efetuou-se suspensão
de fígado a 10% em albumina bovina, fração V, em so-
lução a 0,7597o de fosfato salina 0,05M, pH 7,2 conten-
do 100m de penicilina e 100mg de estreptomicina. De-
pois de centrifugada por 10 min à temperatura de -6°,
o sobrenadante foi inoculado por via intracerebral em
dois leitos de camundongos albinos recém-nascidos,
0,02ml por animal. No oitavo dia de inoculação foram
feitas duas passagens sucessivas de suspensão de cére-
bro dos camundongos que não haviam apresentado si-
nais que indicassem a presença do vírus. No nono dia
após a segunda passagem observou-se em alguns ani-
mais paralisia e letargia. A suspensão de cérebro dos ani-
mais foi reinoculada, após filtração, em três leitos dos
camundongos. A identificação do vírus isolado dos ani-
mais doentes foi efetuada por teste de fixação de com-
plemento, utilizando-se soros imunes dos vírus de YF,
ROC, SLE, ILH e DEN-1.
Os testes de FC, HI, as tentativas de isolamento de
vírus do sangue e fígado e o exame anatomopatológico
desta víscera foram realizados no Instituto Adolfo Lutz,
Secretaria de Estado da Saúde de São Paulo; o teste de
neutralização em camondongo no Instituto Evandro
Chagas, Ministério de Saúde e MAC ELISA no Depar-
tamento de Epidemiologia, Faculdade de Saúde Públi-
ca da Universidade de São Paulo.
RESULTADOS
Determinação do caráter autóctone ou alóctone das in-
fecções
Foram levantados dados referentes às atividades e lo-
cais freqüentados pelos doentes nos 7 dias anteriores ao
aparecimento dos primeiros sintomas, tendo em vista
o conhecimento sobre o período máximo de incubação
da moléstia.
Busca de possíveis novos casos
Procurou-se esclarecer o diagnóstico, com apoio la-
boratorial (testes FC, IH e MAC ELISA), dos 18 casos
com suspeita clínica de febre amarela, notificados em
Presidente Prudente e em outros municípios próximos.
Em cinco desses casos os sintomas (febre, mialgia, ce-
faléia intensa e, às vezes, náuseas) surgiram 5 a 13 dias
após a vacinação contra febre amarela efetuada na área,
quando da notificação dos 3 casos.
Com a finalidade de verificar a presença de infecções
subclínicas, realizou-se inquérito sorológico em 97 pes-
soas, onde se incluíram 10 familiares, 82 vizinhos e 5
companheiros de trabalho dos doentes (caminhoneiros
que costumam viajar para outros Estados). Os soros fo-
* Os antígenos foram obtidos da coleção de referência da "Division of Vector-Borne Viral Diseases. Centers for Disease Con-
trol" — EUA.
** Cedido pelo Dr. John Roehring da "Divison of Vector-Borne Viral Diseases. Centers for Disease Control" — EUA.
ram testados inicialmente para IH. Os soros positivos
foram testados para FC e MAC ELISA (Tabela 1).
Possível presença de vetor urbano infectado
Dois dias antes da aplicação de inseticida em Presi-
dente Prudente, duas equipes, de três pessoas cada pro-
cederam à coleta de larvas e à captura de formas adul-
tas do Aedes aegypti em locais considerados de risco,
ou seja, vizinhanças dos dois hospitais onde foram in-
ternados os doentes, suas residências, duas borracha-
rias e um depósito de ferro velho. As equipes trabalha-
ram nove horas diárias no período diurno (8 às 12 e 13
às 18). Os mosquitos, capturados por aspiração, foram
mantidos em nitrogênio líquido até serem transferidos
para freezer a -60°C no laboratório, onde foram identi-
ficados, separados em dois lotes e inoculados em camun-
dongos recém-nascidos.
Confirmação diagnóstica dos três casos suspeitos e ve-
rificação do local da infecção
Relato dos casos:
C.A.R. - Em 17/5 apresentou febre, calafrios e dor
muscular. Medicou-se com analgésico e ingeriu bebida
alcoólica (era alcoólatra crônico, segundo depoimento
dos que o conheciam). Em 19/5 apresentou um progres-
sivo agravamento dos sintomas com o aparecimento de
dores articulares, lombares e abdominais. Em 21/5 teve
início um quadro diarréico (com eliminação de sangue),
observando-se a seguir o aparecimento de ictericia, tendo
sido internado nesse dia com diagnóstico de hepatite.
O óbito ocorreu no dia 24/5 às 3 horas. C.A.R., que
residia na zona urbana de Presidente Prudente, traba-
lhava como caminhoneiro para uma indústria de bebi-
das que, periodicamente, faz transportes para outros Es-
tados. Em 4/5 partiu de Presidente Prudente com des-
tino a Sinop e Marcelândia, no Estado de Mato Gros-
so. Permaneceu nesses locais entre os dias 7/5 à noite
e 18/5 pela manhã, tendo estado em contato com am-
biente florestal onde estava havendo derrubada de ma-
ta. Em 18/5 iniciou o retorno para Presidente Pruden-
te, já com os primeiros sintomas de doença, tendo che-
gado a esta cidade em 20/5, à noite. C.A.R. apresentou
quadro clínico e antecedente epidemiológico presunti-
vo da moléstia e um exame anatomopatológico de fíga-
do sugestivo, conforme dados constantes da Tabela 2.
H.P.F. - Durante três dias, a partir de 18/5, teve febre
e calafrios. Medicou-se com aspirina e vitaminas. No
quarto dia regrediram esses sintomas, voltando às ati-
vidades normais. A suspeita de febre amarela foi aven-
tada depois do falecimento de C.A.R., com quem ha-
via viajado para o Estado de Mato Grosso no período
de 4/5 a 20/5, pois trabalhava para a mesma indústria
de bebidas. O diagnostico presuntivo da doença foi pos-
sível pelo encontro no soro do doente de anticorpos IgM
para febre amarela e pela presença de anticorpos neu-
tralizantes, reação monotípica para esse vírus (Tabela 1).
J.G.B. - Os primeiros sintomas, febre, cefaléia, mial-
gia, artralgia e vômitos, fizeram-se presentes em 24/5.
Em 26/5 apresentou urina escura e vômitos com aspec-
to de borra de café. No dia seguinte, ictericia, tendo si-
do internado inicialmente em hospital de Presidente Pru-
dente com suspeita de febre amarela. Foi removido pa-
ra São Paulo em 29/5 onde recebeu cuidados de terapia
intensiva. O óbito ocorreu em 1/6. O paciente desen-
volveu quadro de insuficiência renal, miocardite, pneu-
monite, quadro hemorrágico difuso e choque precedendo
o óbito. Em 18/5 havia viajado para uma fazenda no
Muninípio de Sinop onde permaneceu de 19 a 22/5. No
local teve contato direto com mata onde estava ocor-
rendo extração de madeira. Apresentou os primeiros sin-
tomas em 24/5, durante viagem de regresso ao Municí-
pio de Santo Expedito, local de residência, onde che-
gou em 26/5. O diagnóstico de febre amarela (Tabelas
1 e 2) foi confirmado por sorologia, exame anatomo-
patológico e isolamento de vírus do fígado.
O primeiro exame laboratorial com resultado presun-
tivo de febre amarela foi MAC ELISA em 30/5/85 que
identificou anticorpos IgM de febre amarela na primei-
ra amostra de sangue do paciente H.P.F. A identifica-
ção dos mesmos anticorpos IgM de febre amarela na
segunda amostra de soro do doente J.G.B. também an-
tecipou os resultados positivos do exame anatomopa-
tológico e da tentativa de isolamento de vírus amarílico
do fígado desse paciente.
O caráter não autóctone da infecção nos 3 doentes
foi claramente estabelecido por informações da anam-
nese clínica.
Busca de outros casos
Os resultados dos testes sorológicos com antígenos de
febre amarela, realizados em 18 casos suspeitos da mo-
léstia, não confirmaram esse diagnóstico. Em dois dos
doentes, com antecedente vacinal recente, observou-se
a presença de anticorpos FC ou IH em título baixo, es-
tável, em soros pares. Isolou-se o vírus vacinal do san-
gue de um deles. Um terceiro doente, sem antecedente
vacinal, não residente em presidente Prudente em San-
to Expedito, apresentou anticorpor IH em baixo título.
Na única amostra de soro disponível MAC ELISA foi
claramente negativo. (Tabela 3).
Os resultados do inquérito em familiares, vizinhos ou
companheiros de trabalho dos doentes, expressos na Ta-
bela 4, não indicam a presença de infecção recente por
febre amarela nos investigados.
Pesquisa de vetor infectado
Foram capturados apenas 16 formas adultas do Ae.
aegypti, 6 nas proximidades dos hospitais e 10 em bor-
racharias e no depósito de ferro velho de Presidente Pru-
dente. Embora o período de captura de Ae. aegypti tives-
se sido limitado pela urgência na aplicação do insetici-
da, observou-se número reduzido de formas aladas, ape-
sar da identificação de numerosos focos larvários do
mosquito.
Não se detectou o vírus da febre amarela nesses pou-
cos exemplares da Ae.aegypti capturados.
DISCUSSÃO
A intensa comunicação rodoviária, ferroviária e aé-
rea entre São Paulo e Estados da região centro-oeste
(Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goiás), áreas on-
de circula o vírus da febre amarela em ambiente silves-
tre, faz supor alto risco para a doença em viajantes, even-
tuais ou periódicos, que mantenham contacto com as
áreas florestais desses locais.
Recentemente a equipe de virologistas do Instituto
Evandro Chagas isolou o vírus da febre amarela de mos-
quitos do gênero Haemagogus, capturados no Municí-
pio de Sinop* A mencionada permanência dos três doen-
tes no ambiente florestal de Sinop onde está ocorren-
do derrubada de mata, esclarece o provável local da in-
fecção e evidencia ocorrência de moléstia, prevenível por
vacinação, em pessoas que apresentam um nítido risco
profissional de adquirí-la. Independentemente da pre-
sença de vetor urbano no Estado de São Paulo, criando
condições para a urbanização da moléstia, há urgência
em orientar em relação à profilaxia da doença a popu-
lação que se desloca para áreas endêmicas de febre ama-
rela silvestre.
Considerando dados de 1985 do Censo de Tráfego do
Departamento de Estradas de Rodagem de São Paulo
(DNER)3, era de 6.372 veículos, entre ônibus, carros
de passeio e caminhões, o volume médio diário de trá-
* Informação verbal da Dra. Amélia Travassos da Rosa e Dr. Jean Pierre Hervé, pequisadores da Seção de Arbovirus do Instituto
Evandro Chagas.
fego da rodovia estadual que de Presidente Prudente dá
acesso para o sul matogrossense. Esse volume confi-
gura a intensa movimentação humana entre São Paulo
e Estados da Região centro-oeste. Nessa população se
incluem aqueles que periodicamente mantém contacto
com o ambiente silvestre, quer por atividade profissio-
nal, quer por lazer, e que deveriam estar informados dos
meios profiláticos disponíveis para moléstias cujo foco
natural se situa nesse ambiente. Em algumas situações,
tem-se verificado condenável resistência de lideranças
desses locais quanto à divulgação de informações rela-
tivas ao risco de moléstias infecciosas, pelo temor do
arrefecimento dos interesses turísticos e econômicos da
área.
Considerando os dados disponíveis, não ocorreu ur-
banização da moléstia em Presidente Prudente. O nú-
mero de exemplares de Ae.aegypti, capturados antes da
aplicação do inseticida e em que se pesquisou o vírus
amarílico, foi muito limitado para uma conclusão, mas
os resultados dos testes sorológicos em investigados,
doentes ou sadios, levam à suposição que se trata de uma
ocorrência circunscrita aos homens que, sem proteção
vacinal, haviam se deslocado à área endêmica.
MAC ELISA, tal como já descrito 4,6,7,9, mostrou-se
um teste sensível e valioso para o diagnóstico rápido,
antecipando os resultados de técnicas tradicionais. A pre-
sença de anticorpos IgM nas arboviroses tem sido de-
tectada por este teste nos primeiros 8 dias após o início
dos sintomas, mais comumente a partir do quarto dia.
No caso presente, resultados positivos foram observa-
dos em soros coletados após o sexto dia de moléstia em
H.P.F. e J.G.B., pelo menos 7 dias antes que fosse pos-
sível uma confirmação diagnóstica por outras técnicas.
A negatividade do teste de C.A.R., com amostra de san-
gue coletada no quarto dia de moléstia, não invalida o
diagnóstico de febre amarela, apoiado em critério clíni-
co-epidemiológico. A técnica tornou-se útil também, pa-
ra rápido esclarecimento, confirmado a seguir por tes-
tes tradicionais, da não presença de casos secundários
da moléstia conseqüente da possível transmissão urba-
na do vírus, reforçando as recomendações do Seminá-
rio Internacional sobre Diagnóstico e Tratamento de Fe-
bre Amarela, realizado em Brasília, em abril de 1984,
que preconizou, entre outros itens, o apoio institucio-
nal na implantação de técnicas de diagnóstico rápido
em áreas de risco de febre amarela.
A insucesso em recuperar o vírus do sangue dos três
pacientes pode ser explicada pela coleta de amostrar em
fase não virêmica. A presença de vírus no sangue circu-
lante depois de 3 dias de moléstia, até o décimo segun-
do dia, já foi descrita1 mas não é o comumente obser-
vado. Cumpre assinalar que nos 3 primeiros dias da
doença os 3 pacientes estavam viajando de Mato Gros-
so a São Paulo. Assim, se ocorreu em São Paulo o con-
tato desses homens com o Ae.aegypti, o foi em fase de
provável menor potencial de transmissão da infecção.
A sintomatologia apresentada por vacinados após 5
a 13 dias é descrita em 2 a 10% dos vacinados com a
vacina 17 D5,11. Essas reações, em geral sem gravidade,
durando de horas a 1 ou 2 dias, são confundidas com
sintomas da própria doença em áreas onde estão ocor-
rendo casos, como a situação presente. A utilização do
teste FC para diferenciar reação vacinal de infecção na-
tural, baseada nas observações de ausência de anticor-
pos FC na reação vacinal, foi discutida em pesquisa re-
cente conduzida em Gâmbia, África, quando essa au-
sência esteve presente só em primovacinados sem expe-
riência imunológica prévia com flavivírus8. No caso
presente não se pode excluir a presença de infecções pré-
vias por outros flavivírus no paciente com reação vacinal que apresentou anticorpor FC. O isolamento de ví-
rus vacinal em sangue circulante nesse paciente não se
constitui fato incomum. Há observações de isolamento
até o décimo dia após a vacinação11.
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ABSTRACT. An epidemiological investigation was carried out in the North-west region of the State of
S. Paulo of Brazil with the purpose of clarifying three suspected cases of yellow fever that occurred in people
resident in the area. In this region the presence of Aedes aegypti had been verified. It was concluded that
the patients had contrated yellow fever during a trip to the forested region of the Mato Grosso State, where
there are enzootic cycles of the virus. Despite of the presence of Ae. aegypti, no evidence of yellow fever trans-
mission in the local population was detected. MAC ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay with cap-
ture of IgM antibodies) proved very useful in the rapid diagnosis of suspected cases and in the serological
investigation among the relatives, neighbors and schoolmates of the patients, providing additional support
for the traditional techniques.
UNITERMS: Yellow fever, occurrence. Aedes aegypti. Epidemiologic surveillance.
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